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Resumen

Abstract

Resumo

Con el fin de contribuir al conocimiento

de su actividad a nivel celular, se evalué el
mecanismo de accién del aceite esencial

de Eucalyptus citriodora (Fam. Myrtaceae)
sobre la bioenergética mitocondrial, su efecto
sobre la velocidad de consumo de oxigeno
de mitocondrias energizadas (estados 3 y

4) y su coeficiente de control respiratorio
(CCR). Ademas, se analizo la actividad

de los complejos de la cadena respiratoria
usando técnicas espectrofotométricas. Los
resultados obtenidos indican que el aceite
esencial de E. citriodora aumenta la velocidad
del consumo de oxigeno en los estados 3 y 4,
disminuye el CCR, desacopla la fosforilacién
oxidativa, aumenta la actividad de la
citocromo ¢ oxidasa y aumenta la actividad
ATPasa en mitocondrias integras, a partir

de la concentracion de 10 pg/mL. Estos
resultados sugieren que el aceite esencial o
sus metabolitos afectan el funcionamiento
normal del transporte de electrones de la
cadena respiratoria y la sintesis de ATP.

In order to contribute to the knowledge of its
activity at the cellular level, the mechanism

of action of the essential oil of Eucalyptus
citriodora (Fam. Myrtaceae) on mitochondrial
bioenergetics, the rate of oxygen consumption
of energized mitochondria (states was
assessed 3 and 4), and respiratory control
ratio (CCR) were evaluated. The activity of
the respiratory chain complexes was analyzed
using spectrophotometric techniques. The
results indicate that the essential oil of

E. citriodora increases the rate of oxygen
consumption in states 3 and 4, reduces the
CCR, uncouples oxidative phosphorylation,
increases the activity of cytochrome ¢
oxidase, and increases the ATPase activity in
mitochondria intact at concentrations > 10
pg/mL. These results suggest that the essential
oil or its metabolites affect the normal
operation of the electron transport in the
respiratory chain and ATP synthesis.

Com o fim de contribuir ao conhecimento
da sua atividade a nivel celular, foi avaliado
o mecanismo de a¢do do dleo essencial de
Eucalyptus citriodora (Fam. Myrtaceae)
sobre a bioenergética mitocondrial, o efeito
sobre a taxa de consumo de oxigénio de
mitocondrias energizadas (estados 3 e 4) e 0
coeficiente de controle respiratorio (CCR).
Usando técnicas espectrofotométricas, foi
analisada a atividade dos complexos da
cadeia respiratoria. Os resultados obtidos
indicam que o 6leo essencial de E. citriodora
aumenta a velocidade do consumo de
oxigénio nos estados 3 e 4, reduz o CCR,
desacopla a fosforilagao oxidativa, aumenta a
atividade da citocromo ¢ oxidase e aumenta
a atividade ATPase em mitocondrias intatas,
a partir da concentragdo de 10 pug / mL. Estes
resultados sugerem que o 6leo essencial ou
seus metabolitos afetam o funcionamento
normal do transporte de elétrons na cadeia
respiratoria e na sintese de ATP.
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oxidase.
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Efecto del aceite esencial de Eucalyptus citriodora sobre el metabolismo energético mitocondrial.

Introduccion

Obtencion del aceite esencial

El impacto y la importancia de los productos naturales son notables en
la busqueda de nuevos agentes quimicos, orientados al descubrimiento
de nuevos medicamentos (1). En la naturaleza se encuentran compo-
nentes activos que pueden ser utiles en la fabricacién de nuevos mo-
delos de farmacos contra una gran variedad de enfermedades (2). Con
ayuda de los resultados cientificos y la sintesis organica se han podido
obtener compuestos con una mayor selectividad y actividad bioldgica,
lo que ha contribuido al gran avance de la industria farmacéutica (3).

Una de la plantas empleadas tradicionalmente para el tratamiento
de diversas enfermedades es el Eucalyptus citriodora, familia Myrtaceae,
comtnmente conocida como eucalipto limon. Las mirtaceas son arbo-
les ricos en aceites esenciales, incluyen cerca de unos 130 géneros y al-
rededor de 2900 especies, crecen en regiones tropicales y subtropicales
(4). El género Eucalyptus tiene cerca de 700 especies, la mayoria oriun-
das de Australia. El eucalipto crece en casi todas las dreas tropicales y
subtropicales, y se utiliza para tratar algunas enfermedades humanas y
del ganado (5). Los extractos de eucalipto, el aceite y las hojas frescas se
utilizan en tratamientos por inhalacion del vapor, infusiones o se usan
en bafios para tratamientos como la mastitis (6, 7).

Muchas especies del género Eucalyptus presentan un gran nime-
ro de actividades bioldgicas, por lo que son usadas para el tratamiento
de diversas afecciones de la salud. Tradicionalmente, en muchos de los
paises de América Latina se emplea el extracto caliente de las hojas del
eucalipto para el tratamiento de los sintomas presentados por infec-
ciones respiratorias (8). E. citriodora presenta actividad antimicrobial,
antioxidante y es un excelente pesticida natural (9-11); también, se ha
reportado para el aceite vegetal actividad antifingica, antiséptica, an-
tiespasmodica (8), antiviral y actividad antioxidante (10), entre otras
(11). En ganado, el aceite esencial de E. citriodora ha demostrado ac-
tividad contra la mastitis y ha sido usado para el tratamiento preventi-
vo contra la endometritis (6); éste se emplea actualmente en una gran
cantidad de productos cosméticos, farmacéuticos y en alimentos (12,
13). Estas actividades han sido atribuidas a sus metabolitos secundarios
(14). El aceite esencial de E. citriodora esta compuesto principalmente
de citronellal (60%), B-citronellol (12%) y 1,8-cineol (2%) (10).

La mitocondria regula los niveles de ATP celular, controla los pi-
cos de calcio citoplasmatico, mantiene el balance redox de la célula, asi
como otros procesos metabdlicos; es el comin denominador de muchos
de los procesos de muerte celular tanto apoptética como necrética (15,
16). Esto la convierte en una diana bioldgica de gran importancia para
el estudio de la actividad biol6gica de aceites esenciales y busqueda de
nuevos farmacos (17-19). A pesar de los reportes de propiedades far-
macoldgicas del aceite esencial de E. citriodora, poco se conoce sobre
su mecanismo de accion (20). Por consiguiente, es necesario estudiar el
efecto del aceite esencial de E. citriodora sobre la bioenergética mitocon-
drial, en particular lo relacionado con los estados 3 y 4, el coeficiente de
control respiratorio (CCR) y la cadena respiratoria mitocondrial.

Materiales y métodos

Animales

Ratas machos albinas de raza Wistar WI IOPS AF/Han, de peso aproxi-
mado 180-210 g, fueron obtenidas del Bioterio de la Facultad de Salud de
la Universidad Industrial de Santander. Los animales fueron sometidos a
ayuno durante 12 h y posteriormente, fueron sacrificados por decapita-
cion; para el desarrollo de esta investigacion, se cumplieron las disposi-
ciones Colombianas de la Ley 84 de 1989 de investigacion con animales.
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Todas las plantas usadas en este estudio fueron colectadas en el Depar-
tamento de Santander, Colombia. El material fue identificado hasta el
nivel de especie y una muestra fue depositada en el herbario nacional
(Bogota-Colombia).

El aceite esencial de E. citriodora se obtuvo por hidrodestilacion
asistida por microondas, segtin el protocolo reportado por Stashenko
et al. (21). La unidad de hidrodestilacion se colocd en un horno de mi-
croondas doméstico (2,45 GHz, 800 W) con un agujero en un lado, por
el cual se conectd un condensador de vidrio al matraz de fondo redondo
que contenia el material vegetal (500 g) y el agua (0,2 L). La unidad se
hizo funcionar durante 30 min a la maxima potencia, lo que causé que
el agua hirviera vigorosamente manteniendo el reflujo. El aceite esencial
se acumuld en una trampa Dean-Stark; mas tarde se decanté del con-
densado y se secé con sulfato de sodio anhidro.

Determinacion de los compuestos mayoritarios

Para determinar la composiciéon quimica del aceite esencial se usé un
cromatdgrafo de gases de alta resolucion Agilent Technologies, mode-
lo GC 6890 Series PLUS MSD. El cromatdgrafo estaba equipado con
una columna capilar HP-5 MS (30 m x 0,25 mm ID x 0,25 m, df),
acoplado a un detector selectivo de masas (MSD) Agilent Technologies
MSD 5973. Para la deteccion por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) se utiliz6 un sistema de ionizacion
por impacto de electrones a 70 eV. Se usé helio (99,995%) como gas de
arrastre a una velocidad de 1 mL/min. Las temperaturas del inyector
de la linea de transferencia se fijaron en 250 y 285 °C, respectivamen-
te. La temperatura de la columna se fijé a 50 °C, luego se incrementd
gradualmente hasta 150 °C, a una velocidad de 3 °C/min; se mantuvo
durante 10 min, y finalmente, se increment6 a 250 °C a una velocidad
de 10 °C/min. Las muestras diluidas (1:20 v/v en CH,Cl,) se inyecta-
ron (1 pL) en el modo splitless. Los componentes fueron identificados
por comparacion de sus indices de retencion lineales y los espectros de
masas con los de compuestos estandar, usando las bases de datos NIST,
Wiley y ADAMS.

Aislamiento de mitocondrias de higado de rata

Se aislaron mitocondrias de higado de rata siguiendo el procedimien-
to descrito por Voss et al. (22), con algunas modificaciones. Se utili-
z6 como medio de aislamiento: D-manitol 250 mmol/L, HEPES 10
mmol/L, pH 7,2, EGTA 1 mmol/Ly BSA 0,1% p/v (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). El higado fue inmediatamente retirado e inmerso en
medio de extraccién a 4 °C. Después de lavado, el 6rgano fue cortado
y homogeneizado mediante un homogeneizador Van Potter Elvehjen.
La suspension obtenida se centrifug6 a 600 x g a 4 °C durante 5 min.
El sedimento fue descartado y el sobrenadante centrifugado a 7000 x
g durante 10 min a 4 °C. El sedimentado obtenido, constituido de mi-
tocondrias intactas, fue resuspendido y lavado dos veces en medio de
extraccion por centrifugacion a 8100 x g durante 10 min a 4 °C. Las
mitocondrias obtenidas fueron resuspendidas en medio de extraccién y
mantenidas para su uso inmediato a 4 °C o congeladas a -70 °C.

Determinacion de la concentracion de proteinas mitocondriales

La cuantificacion de proteinas se llevo a cabo espectrofotométricamente
por el método descrito por Bradford et al. (23). En este ensayo se dilu-
yen alicuotas de las mitocondrias en agua desionizada, en este medio
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hipoténico las mitocondrias se hinchan y estallan. Se us6 albumina de
suero bovino como proteina estdndar.

Determinacion del consumo de oxigeno

Resultados y discusion

Obtencion y caracterizacion del aceite esencial de E. citriodora

Se usaron mitocondrias intactas de higado de rata aisladas tal como se
describié anteriormente. El medio de incubacion estaba compuesto de:
HEPES 10 mmol/L (pH 7,4), EGTA 0,1 mmol/L, manitol 125 mmol/L,
KCI 65 mmol/L y suplementadas con glutamato de sodio 5 mmol/Ly aci-
do mélico 2,5 mmol/L o succinato de sodio 3 mmol/L, fosfato inorganico
(Pi) 1,6 mmol/Ly ADP 0,6 mmol/L (Sigma-Aldrich,ST. Louis, MO, USA).
Al suplementar las mitocondrias con succinato de sodio, se adicion6 ro-
tenona 1 pmol/L para inhibir el complejo I de la cadena respiratoria. El
aceite de E. citriodora se disolvio en DMSO vy se adiciond en diferentes
concentraciones (10, 25, 50 y 100 pg/mL), manteniendo una concentra-
ciéon maxima de 0,5% del disolvente. Cada solucidn fue incubada durante
dos min con la proteina mitocondrial antes de inducir la respiracion.

Los experimentos fueron realizados bajo agitacién constante en cdma-
ra termostatizada a 28 °C (24). El consumo de oxigeno para las mitocon-
drias intactas fue determinado por medio de un oxigrafo marca Hansa-
tech, utilizando un electrodo tipo Clark. Los resultados fueron expresados
en nmol de O, consumido/min/mg de proteina considerdndose la solubili-
dad del oxigeno en agua a la temperatura usada y a una atm (26).

Preparacion de la suspension de mitocondrias para la determinacion
de la actividad de las enzimas mitocondriales

Las mitocondrias aisladas fueron congeladas a -70 °C y la suspension
mitocondrial fue sometida a un bafo de ultrasonido (Elmasonic E30H),
usando una frecuencia de 37 kHz por diez min, y mantenidas a 4 °C en
bafio de hielo hasta la realizacién de las pruebas enzimaticas. Las mito-
condrias fragmentadas resultantes de este proceso fueron usadas como
fuente del sistema transportador de electrones.

Determinacion de la actividad de las enzimas relacionadas
con la cadena respiratoria mitocondrial

La actividad enzimatica de la NADH y succinato oxidasa fueron determi-
nadas polarograficamente en un oxigrafo Hansatech. Las actividades de
la NADH-deshidrogenasa (NADH: ubiquinona oxidoreductasa) y succi-
nato deshidrogenasa se establecieron espectrofotométricamente, segun el
método descrito por Singer (24). Las actividades de la NADH citocromo
¢ reductasa (NADH: citocromo ¢ oxidoreductasa) y succinato citocromo
¢ reductasa (succinato: citocromo ¢ oxidoreductasa) fueron medidas por
reduccion del citocromo ¢ a 550 nm, tal como lo describe Somlo (25). La
actividad de la citocromo ¢ oxidasa fue determinada a 550 nm, segtin la
metodologia descrita por Mason y colaboradores (26). La actividad de la
ATPasa en mitocondrias integras y fragmentadas fue evaluada, segtin la
metodologia descrita por Pulmann et al. (27). Para esta ultima, el Pi fue
tomado del sobrenadante de la reaccion siguiendo el método de Summer
(28); los resultados se expresaron como nmol de Pi liberado/mg de pro-
teina/min. La actividad ATPasa de mitocondrias integras fue evaluada a
temperatura ambiente en presencia y ausencia de FCCP 1 uM.

Analisis estadistico

Los datos son presentados como la media + DS. El anilisis estadistico
de los datos fue realizado como un anilisis de varianza, seguida por el
test de Tukey para la comparacion de promedios. Los resultados fueron
considerados estadisticamente significativos cuando p<0,05.

El aceite esencial obtenido por hidrodestilacion tuvo un rendimiento
de 0,9%, densidad de 0,857 g/ml y contenido de compuestos mayori-
tarios asi: citronelal (49,3%), citronelol (13,0%), a-humuleno (12,9%),
B-pineno (4,8%), 1,8-cineol (3,4%) y linalool (2,9%).

A continuacion se describen los resultados obtenidos al evaluar con-
centraciones del aceite esencial de 10, 25, 50 y 100 ug/mL/mg de protei-
na mitocondrial sobre el metabolismo energético. Todos los resultados
fueron expresados como porcentaje en relacion al control.

Efecto del aceite esencial de E. citriodora sobre la bioenergética
mitocondrial

El efecto del aceite esencial de E. citriodora se evalué en mitocondrias
integras bajo los siguientes pardmetros de la respiracion mitocondrial:
consumo de oxigeno en presencia de ADP (estado 3), velocidad del
consumo de oxigeno después del agotamiento del ADP (estado 4) y
coeficiente de control respiratorio (CCR). Cada uno de estos pardame-
tros fue evaluado con dos sustratos independientes, una mezcla de glu-
tamato-malato (5,0 mM-2,5 mM) y succinato 3 mM, ambos sustratos
son adecuados para la evaluacion de los complejos I y II de la cadena
respiratoria mitocondrial, respectivamente. Para la realizacion de todos
los ensayos, el aceite se incubd durante dos minutos con la suspension
mitocondrial, antes de la adicién de sustrato.

En la Figura 1 se compara el consumo de oxigeno en mitocondrias in-
tegras con los dos sustratos para el estado 3 en presencia de ADP. Los resul-
tados muestran que la adicion del aceite, en las concentraciones anterior-
mente citadas, causa un aumento en la velocidad del consumo de oxigeno,
el aumento fue estadisticamente significativo a partir de la concentracion
de 25 pg/mL/mg de proteina mitocondrial con un porcentaje desde 120 a
190% para glutamato-malato y un aumento desde 120 a 170% para succi-
nato, siendo mayor la velocidad de consumo para la concentracién de 100
pg/mL/mg de proteina para los dos sustratos. En la Figura 2 se muestran los
resultados para el consumo de oxigeno en ausencia de ADP (estado 4). Se
observa que la adicion del aceite esencial causa un aumento dosis depen-
diente en el estado 4 para ambos sustratos, y estadisticamente significativo
a partir de la concentracién de 25 pg/mL, con un porcentaje desde 250 a
325% para la mezcla glutamato-malato y 200 a 255% para el succinato.

El aceite genera un aumento en la velocidad de consumo de oxigeno
dosis dependiente para los dos sustratos, tanto en el estado 3 como en
el estado 4, siendo mayor el aumento para este tltimo; en ambos sus-
tratos se vieron resultados estadisticamente significativos a partir de la
concentracion de 25 pg/mL/mg de proteina mitocondrial; el estado 4,
que se reporta aqui, obedece a un estado 4 aproximado debido a que no
se observaban claras diferencias entre las velocidades del estado 3 y del
estado 4, lo que sugiere que el aceite tiene una posible actividad desaco-
plante entre el sistema respiratorio y la ATPasa sintasa (29).

Como se mencioné anteriormente, el aceite esencial de E. citrio-
dora genera un aumento en la taza de consumo de oxigeno tanto para
el estado 3 como para el estado 4 con los dos sustratos suministrados;
este aumento del consumo de oxigeno para el estado 4, ocasiona que
el coeficiente de control respiratorio disminuya considerablemente. Tal
como se muestra en la Figura 3, el CCR decae a medida que aumenta la
concentracion de aceite, siendo mayor la caida en presencia de succinato
(~32%) que con glutamato-malato (~20%), para ambos sustratos a par-
tir de la concentracién de 10 ug/mL/mg de proteina mitocondrial. Esta
reduccion implica una disminucion en el acople de la cadena respirato-
ria y la produccion de ATP en la mitocondria.
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Figura 1. Efecto del aceite esencial de Eucalyptus citriodora sobre la velocidad de consumo de oxigeno en presencia de ADP (0,6 mM) (estado 3) con glutamato 5 mM -malato 2,5 mM, y succinato
(3 mM)-rotenona, 100% de actividad corresponde a 41,25+6,13, y 32+7,28 nmol de oxigeno consumido/min/mg de proteina, respectivamente. Cada valor representa el valor
promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes por triplicado cada uno. *significativamente diferente del control (p<0,05).
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Figura 2. Efecto del aceite esencial de Eucalyptus citriodora sobre la velocidad de consumo de oxigeno en ausencia de ADP (0,6mM) (estado 4) con glutamato-malato (5,0 mMy 2,5 mM
respectivamente), y succinato (3 mM), 100% de actividad corresponde a 30,56 +9,15y 21,83+10,35 nmol de oxigeno consumido/min/mg de proteina, respectivamente. Cada valor
representa el valor promedio + desviacién estandar de tres experimentos independientes por triplicado cada uno. *significativamente diferente del control (p<0,05).
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Figura 3. Efecto del aceite esencial de Eucalyptus citriodora sobre el coeficiente de control respiratorio (CCR) con glutamato-malato y succinato, 100% de actividad corresponde a 3,26+0,61
y 3,3740,71, respectivamente. Cada valor representa el valor promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes por triplicado cada uno, *significativamente
diferente del control (p<0,05).

Rev. Colomb. Quim. 2014, 43 (2), 10-17. 13




Vesga. L. C;; Bueno, Y.; Stashenko, E. E.; Mendez-Sanchez, S. C.

Efecto del aceite sobre las enzimas de la cadena respiratoria
mitocondrial

Con el estudio con mitocondrias fragmentadas se describen los efectos
generados por el aceite esencial de E. citriodora sobre la cadena respira-
toria. Para esto se utilizo unicamente la concentracién de aceite de 10
pg/mL/mg de proteina mitocondrial, ya que fue la menor concentracién
con la cual se obtuvieron resultados estadisticamente significativos en
el CCR. Los resultados obtenidos (Tabla 1) para la actividad enzimatica
muestran que el complejo respiratorio que sufrié cambios significativos
en su actividad, fue la citocromo ¢ oxidasa, pues su actividad aument6
alrededor de un 50% con respecto al control.

Los resultados observados sobre las actividades de los complejos
de la cadena respiratoria sugieren que el aumento en la velocidad de
consumo de oxigeno en estado 3 (a partir de 25 ug/mL/mg de proteina
mitocondrial), podria estar relacionado con el aumento de la actividad

de la citocromo ¢ oxidasa, observado a partir de la concentracion de 10
pg/mL/mg de proteina mitocondrial. Aunque a esta concentracion no se
observan cambios significativos en los estados 3 y 4, este comportamien-
to puede estar relacionado con la mayor disponibilidad del aceite esen-
cial en las mitocondrias fragmentadas con las que se realizan los analisis
de enzimas. Esto contrasta con la dificultad del aceite para atravesar la
membrana en las mitocondrias integras, ademads se observan efectos so-
bre la fosforilacién oxidativa a concentraciones bajas (30). Sin embargo,
esto no explica el aumento de la velocidad en el estado 4, lo que sugiere
que el efecto del aceite sobre la citocromo ¢ oxidasa, puede comportarse
como un jonoéforo o un agente desacoplador de la sintesis de ATP (31).

Actividad ATPasa

Para el andlisis de la enzima ATPasa se hicieron dos estudios por sepa-
rado: en el primer ensayo, se trabajé con mitocondrias fragmentadas

Actividad ATPasa
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Figura 4. Efecto del aceite esencial de Eucalyptus citriodora sobre la actividad ATPasa en mitocondrias fragmentadas. Cada valor representa el promedio + desviacién estandar de tres
experimentos independientes. *significativamente diferente del control (p < 0,05), actividad ATPasa mitocondria fragmentada 100% de actividad corresponde a 7,91+0,63 pmol

de Pi hidrolizado.
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Figura 5. Efecto del aceite esencial de Eucalyptus citriodora sobre la actividad ATPasa en mitocondrias integras. Cada valor representa el promedio + desviacion estandar de tres experimentos
independientes. *significativamente diferente del control (p < 0,05), actividad ATPasa mitocondria fragmentada 100% de actividad corresponde a 50+11 pmol de Pi hidrolizado.
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Tabla 1. Efecto del aceite esencial de Eucalyptus citriodora (10 pg/mL/mg de proteina mitocondrial) sobre la cadena respiratoria mitocondrial.

ENZIMA % de actividad con respecto al control
NADH Oxidasa 95+7,9
NADH Deshidrogenasa 100+16,7
NADH citocromo ¢ reductasa 106+8,8
Succinato Oxidasa 106+3,5
Succinato citocromo ¢ reductasa 110+11,6
Succinato deshidrogenasa 100+16,4
Citocromo ¢ oxidasa 150+20,7*

100% de actividad corresponde a: NADH oxidasa a 24,60+13,72 nmol de oxigeno consumido/min/mg de proteina, NADH deshidrogenasa a 0,78-£0,16 nmol de ferrocianuro reducido/min/
mg de proteina, NADH citocromo ¢ reductasa 0,130,048 pmol de citocromo ¢ reducido/min/mg proteina; succinato oxidasa 11,2243,49 nmol de oxigeno consumido/min/mg de proteina,
deshidrogenasa a 0,2160,06 pmol de DCIP reducido por min/mg de proteina, succinato citocromo ¢ reductasa a 0,112+0,022 pmol de citocromo ¢ reducido/min/mg de proteina mitocondrial,
succinato citocromo ¢ oxidasa 0,061+0,014 pmol de citocromo ¢ oxidado/min/mg de proteina, *significativamente diferente del control (p < 0,05).

(Figura 4) y, en el segundo, con mitocondrias integras (Figura 5); en
ambos casos, se cuantifico el fosfato liberado por la hidrolisis del ATP.
En el ensayo con mitocondrias fragmentadas no se observo un efecto
significativo en la actividad enzimatica. Sin embargo, con mitocondrias
integras el aceite produjo un aumento del 50% en la actividad ATPasa
respecto al control, incrementando la cantidad de fosfato hidrolizado y
dafiando el potencial de membrana de la mitocondria; lo anterior indica
que el aceite desacopla la fosforilacion oxidativa.

En el altimo ensayo se usé el ionoforo FCCP (carbonyl cyanide p-
(trifluoromethoxy) phenylhydrazone) para confirmar el aumento de la
actividad ATPasa en presencia de un desacoplante. El efecto del FCCP
sugiere que el aceite de E. citridora induce el transporte de protones ha-
cia la matriz mitocondrial, esto afecta el potencial de membrana que
se requiere para el acoplamiento entre el transporte de electrones y la
fosforilacion oxidativa. Diversos estudios comprueban que los agen-
tes desacoplantes poseen actividad anticancerigena, el FCCP induce
apoptosis en células Calu-6 por activacion de las caspasas 3, 6 y 9 (32)
e induce efectos citotoxicos en células PC12 (15), el fipronil reduce la
viabilidad de células de neuroblastoma (33), al igual, que el nemoroso-
ne frente a células de hepatocarcinoma humano HEP G2 (34). Adems,
el desacoplamiento mitocondrial puede generar permeabilizacion de la
membrana interna, lo que podria permitir la liberacién del citocromo ¢
y la posterior activacion de caspasas (35, 36). De este modo, los resulta-
dos sugieren que los agentes desacoplantes como el aceite esencial de E.
citridora, son potenciales agentes antitumorales (37).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el aceite
esencial de E. citridora afecta los estados 3 y 4 y la actividad de la cito-
cromo c oxidasa. De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 1
y tal y como lo mencionan Azzone et al. (38) se infiere que el aumento
en la actividad de este complejo respiratorio implica una elevacion en el
flujo de electrones a través de la cadena transportadora de electrones,
generando un desacoplamiento intrinseco o extrinseco de la fosforila-
cion oxidativa, Por otro lado, algunos estudios muestran que cambios
en la actividad del complejo IV estan relacionados directamente con un
aumento en la velocidad de consumo de oxigeno en estado 3 (39).

Estos resultados despiertan un gran interés en el potencial farma-
cetitico del aceite de E. citridora, pues la disminucion en la actividad de
la citocromo c¢ oxidasa se ha relacionado con varias patologias como la
ataxia, la enfermedad de Alper, la enfermedad de Leber, las miopatias,
la rabdomidlisis y la enfermedad de Leigh (40-42). De igual manera, en
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estudios recientes Du et al. (43) atribuyen la demencia vascular a una
disminucion en la actividad de la citocromo ¢ oxidasa, a la pérdida en
las funciones cognitivas y la memoria en ratas.

Asimismo, los avances en el conocimiento de la farmacologia mito-
condrial de las enfermedades neurodegenerativas han llevado al desa-
rrollo de estudios sobre la activacion de complejo IV y su accién sobre
la enfermedad de Alzheimer, tal como lo muestran Atmna et al. (44), en
su trabajo sobre la accion del azul de metileno sobre el complejo IV de la
cadena respiratoria mitocondrial. Ademas, sugieren un mecanismo para
el paso de electrones desde complejo I mediado por el azul de metileno,
directamente hacia el citocromo ¢ pasando al complejo de la citocromo
¢ oxidasa (45). El aumento en la actividad de la citocromo ¢ oxidasa,
mediada por el aceite de E. citridora, y la activacion de esta enzima, su-
gieren una alternativa terapéutica contra la enfermedad de Alzheimer
(46). Estos resultados demuestran la importancia de evaluar el efecto del
aceite de E. citridora, sus metabolitos o mezcla de ellos, para avanzar en
el estudio sobre su efecto en la citocromo ¢ oxidasa y el tratamiento de
esta enfermedad.

Conclusiones

Se concluye con este estudio que el aceite esencial de E. citridora afecta el
funcionamiento de la cadena respiratoria, disminuye el CCR, desacopla
la fosforilacion oxidativa, lo que se refleja en la velocidad de consumo
de oxigeno, presenta un marcado aumento en la actividad del comple-
jo IV de la cadena respiratoria y aumenta la actividad de la ATPasa en
mitocondrias integras. Estos resultados contribuyen al avance en el en-
tendimiento del mecanismo de accion de las diversas actividades farma-
cologicas reportadas para este aceite.
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